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饲 粮 精 粗 比 对 泌乳 水 牛 瘤胃 细菌 和 甲烷 菌 区 系 的 影响 
Wk 波 ! Re? ABR? BAR? F l ART 
(1. 广 西 大 学 动物 科技 学 院 ， 南 宁 530004; 2. 中 国 农业 科学 院 广 西 水 牛 研 究 所 ， 农 业 部 水 牛 遗 传 繁育 
重点 实验 室 ， 广 西 水 牛 遗 传 繁育 重点 实验 室 , 南 宁 530001) 
摘 要 : 本 试验 由 在 研究 饲 粮 精 粗 比 对 泌乳 水 牛 瘤胃 细菌 和 甲烷 菌 区 系 的 影响 。 选取 15 头 健康 杂交 
后 备 泌乳 水 牛 ， 按 体重 、 采 食量 等 相近 原则 随机 分 为 3 组 ， 每 组 5 头 ， 分 别 饲 喂 精 粗 比 为 0:100〈 全 


粗 料 组 ) 、35:65〈 低 精 料 组 ) 、50:50〈 中 等 精 料 组 ) 的 混合 饲 粮 。 试 验 为 期 40 d， 其 中 前 10 d 为 


预 试 期 。 在 试验 结束 后 第 1 天 ， 经 口腔 抽取 瘤 骨 液 抽 提 微生物 DNA， 采 用 Illumina Miseq PE250 ^F 
台 研 究 瘤 骨 细 菌 和 甲烷 菌 区 系 组 成 。 结 果 表 明 : 1) 在 门 水 平 上 , 水 牛 瘤胃 内 拟 杆菌 门 (45%~60%) 、 


厚 壁 菌 门 (1396-2796) 和 变形 菌 门 (1396-1896) 为 主要 细菌 类 别 ， 与 低 精 料 组 和 中 等 精 料 组 相 比 ， 
全 粗 料 组 提高 了 拟 杆 菌 门 、 黄 杆菌 门 和 SRI 细菌 的 比例 ， 降 低 了 厚 壁 菌 门 、 疣 微 菌 门 、 放 线 菌 门 和 


= oR 2S PR TAA LE; ZEB LE, XERRA (15%~32%) 和 黄 杆菌 科 (8%~21%) 为 主要 细菌 
= 类 别 ， 与 中 等 精 料 组 相 比 ， 全 粗 料 组 、 低 精 料 组 提高 了 普 雷 沃 氏 科 细菌 的 比例 ， 降 低 了 黄 杆菌 科 、 


毛 螺 菌 科 、 瘤 角球 阔 科 、 红 暑 杆 菌 科 和 双 上 收 杆 菌 科 细菌 的 比例 ;中 等 精 料 组 瘤胃 细菌 相 比 全 粗 料 组 
有 更 高 的 多 样 性 。2) 水 牛 瘤胃 内 ，90% 以 上 的 甲烷 菌 为 甲烷 短 杆菌 属 ， 其 次 为 热 原 体 属 ， 饲 粮 精 粗 
比 的 改变 并 未 影响 甲烷 短 杆菌 属 在 瘤胃 内 的 优势 地 位 。 综 合 得 出 ， 全 粗 料 饲 粮 有 提高 水 牛 瘤胃 内 纤 
维 降 解 相关 细菌 比例 的 趋势 ， 却 降低 了 瘤 角 细菌 的 多 样 性 ， 饲 粮 精 粗 比 的 差异 对 水 牛 瘤胃 甲烷 菌 在 
属 水 平 上 的 组 成 并 无 显著 影响 。 


Rm: KE; EE; 瘤胃 ; 细菌 区 系 ; 甲烷 菌 区 系 


中 图 分 类 号 : $823 

水 牛 是 典型 的 以 粗 料 饲 喂 的 反刍 动物 ， 其 瘤胃 发 酵 特 点 及 微生物 区 系 组 成 有 何 特点 尚 无 定论 。 
饲 粮 精 粗 比 是 决定 瘤 骨 发 酵 的 主要 因素 ， 而 改变 饲 粮 精 粗 比 以 研究 瘤胃 微生物 区 系 的 反应 也 是 曾 明 
反刍 动物 瘤胃 微生物 区 系 特 点 的 重要 手段 03。Mao 等 J 研究 表明 , 在 饲 喂 高 精 料 饲 粮 的 奶牛 瘤胃 内 ， 


厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 和 放 线 菌 门 (Actinobacteria) 细菌 的 比例 则 较 高 ， 而 变形 菌 门 (Proteobacteria) 


和 拟 杆 菌 门 CBacteroidetes) 细菌 的 比例 较 低 。Pitta 等 由 对 水 牛 的 研究 发 现 ， 全 粗 料 饲 粮 饲 喂 后 瘤胃 
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内 瘤胃 球菌 属 (Ruminococcus) 和 黄 杆 菌 门 CFibrobacter) 细菌 的 比例 较 高 ;而 精 粗 比 为 50:50 的 饲 


粮 饲 喂 后 瘤胃 内 普 雷 沃 菌 属 CPrevotella) 细菌 的 比例 较 高 ， 表 明 瘤 胃 球 

内 纤维 消化 的 重要 细 落 类别。 本 课题 组 前 期 的 研究 也 表明 ， 提 高 饲 粮 精 粗 

丝 状 杆菌 和 丁 酸 弧 菌 数量 申 。 高 粗 饲 粮 条 件 下 ， 纤 维 降解 菌 如 丁 酸 弧 菌 、 栖 痛 
由 中 的 优势 菌 种 ， 高 精 料 条 件 下 ， 嗜 淀粉 类 细菌 如 反刍 兽 新 月 单 细 桂 、 
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调和 黄 杆 菌 门 细 菌 是 瘤胃 
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胃 普 雷 沃 氏 菌 等 是 冶 
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球菌 、 乳 酸 杆菌 以 及 


嗜 淀 粉 瘤胃 杆菌 为 优势 菌 种 71。 然而 ， 在 不 同 精 粗 比 饲 粮 下 水 牛 瘤胃 微生物 区 系 的 变化 情况 研究 报 


道 还 较 少 ， 不 足以 盖 明 水 牛 瘤 骨 微生物 区 系 的 特点 。 


1 材料 与 方法 
1.1 试验 动物 
本 试验 在 广西 水 牛 研究 所 水 4 


一 拉 菲 水 牛 ) X 摩 拉 水 牛 ] 后 备 小 乳 水 4 
BATAR AIR, RRI 
试验 设计 及 饲养 管理 
采用 单 因素 设计 


试验 
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50:50 的 混合 饲 粮 CI 
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细菌 和 甲烷 菌 区 系 的 影响 ， 为 进一步 了 解 水 4 


因此 ， 本 研究 采用 高 通 量 测序 技术 对 饲 喂 不 同 


Ho, ， 试 验 期 共 40 d， 其 中 预 试 期 10 d， 了 


养殖 示范 基地 进行 。 选 取 15 头 健康 杂交 [广西 本 地 水 牛 义 〈 尼 上 


区 系 的 变化 进行 了 研究 ， 以 期 阐明 饲 粮 精 粗 比 构成 对 水 牛 瘤胃 
瘤胃 提供 理论 依据 。 


[ia 


F， 按 体重 、 采 食量 等 相近 原则 随机 分 为 3 组 , 每 组 5 头 水 牛 。 


E 粗 后 精 的 饲 喂 顺序 。 饲 喂 后， 试验 牛 放 于 运动 场 自由 运动 和 饮水 。 


原则 ，3 组 水 牛 分 别 饲 喂 精 粗 比 为 0:100 (AHEHE) 、35:65〔 低 精 料 组 ) 和 


E 试 期 30 d。 预 试 期 内 逐步 过 


渡 饲 粮 精 粗 比 ， 到 正 试 期 前 达到 试验 所 设 定 的 精 粗 比 。 精 料 组 成 、 精 料 和 粗 料 饲 喂 量 及 采 食 营养 水 


7 


HI 
]3 | 


平 见 表 1. 
表 1 精 料 组 成 、 精 料 和 粗 料 饲 喂 量 及 采 食 营养 水 平 (风干 基础 ) 
Tablel Concentrate composition, feeding amount of concentrate and forage, and nutrient level intakes (air-dry 
basis) 

项 目 全 粗 料 组 低 精 料 组 中 等 精 料 组 
Items All forage group Low concentrate group Medium concentrate group 
精 料 组 成 Concentrate composition/% 
玉米 Corn 44.0 44.0 44.0 
豆粕 Soybean meal 10.0 10.0 10.0 
HK Wheat bran 34.5 34.5 34.5 
RAP CaHPO4 3.0 3.0 3.0 
石粉 Limestone 2.5 2.5 2.5 
食盐 NaCl 2.0 2.0 2.0 


l 


小 苏打 NaHCOs 3.0 3.0 3.0 


预 混 料 Premix” 1.0 1.0 1.0 
合计 Total 100.0 100.0 100.0 
(alist Feeding amount/[kg/(d * $) ] 

象 草 ( 粗 料 ) Elephant grass (forage) 22 12 10 
AKSHE CURL) Cassava pulp (forage) 10 8 6 
T& Concentrate 2 3 
采 食 营养 水 平 Nutrient level 

intakes/%” 

干 物质 采 食 量 DMI/[kg/(d * X) ] 5.94 5.80 6.02 
总 能 GE/(MJ/kg) 15.26 15.25 15.26 
粗 蛋 白质 CP 8.54 11.31 12.80 
中 性 洗涤 纤维 NDF 56.20 40.84 35.69 
酸性 洗涤 纤维 ADF 39.32 28.00 23.55 


P 每 千克 预 混 料 含有 One kg of premix contained the following: VE 3 000 IU,VD 150 000 IU,VA 500 000 IU,Cu 1.3 
g Fe 4.0 g,Mn 3.0 g.I 80 mg,Zn 6.0 g,Co 80 mg,Se 50 mg. 


2 实测 值 Measured values. 
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正 试 期 结束 后 第 1 天 ， 每 头 水 牛 采集 瘤胃 液 100 mL， 以 组 为 单位 混合 ， 通 过 4 层 纱布 过 滤 ， 取 


50 mL 滤液 冷冻 干燥 (Christ Alpha 1-4 LD plus, Christ Alpha, Germany) ， 用 于 DNA 提取 测定 微生物 


区 系 。 
14 瘤 骨 微生物 区 系 测 定 


1.4.1 JE Ej DNA 提取 


DNA 提取 方法 按照 Rius 等 加 的 报道 进行 。 有 具体 方法 为 : 称 取 25 mg 冷冻 干燥 瘤 骨 液 置 于 装 有 


0.7 g Ik (0.1 mm) ~ 200 uL 的 20% 十 二 烷 基 茶 磺 酸 钠 (SDS) . 282 uL 的 QIAquick Buffer A 和 


268 uL 的 QIAquick Buffer PB〈Qiagen， 德 国 ) 以 及 550 uL 的 饱和 酚 /氯仿 / 异 戊 醇 溶液 (25:24:1) 的 


离心 管 中 。 封 闭 离 心 管 后 于 小 型 珠 磨 器 〈Biospec Mini-Beadbeater-16， 美 国 ) 上 破碎 2 min， 然 后 于 


16000xg (4°C) 下 离心 20 min， 取 500 pL 上 清 液 与 650 uL 的 Buffer PB 混合 后 ， 用 QIAquick PCR 


purification kit (Qiagen， 德 国 ) 纯化 混合 液 获得 DNA 样品 。 
1.4.2 水 牛 瘤胃 微生物 区 系 组 成 的 测序 分 析 


轴 胃 细菌 和 甲烷 菌 的 16S rRNA 基因 片段 扩 增 与 处 理 均 按 照 Kittelmann 等 外 提供 的 方法 进行 。 


PCR 引物 由 Ilumina Miseq PE250 测序 接头 、1 2 碱 基 的 连接 Clinker) 和 样品 标签 (barcode) 组 


成 , 细菌 PCR 引物 为 515f/806r， 甲 烷 菌 PCR 引物 为 519f/915r( 表 2) . PCR 扩 增 采用 Promega PCR 


mix 进行 , 体系 为 50 uL, 每 个 样品 的 2 种 微生物 分 别 扩 增 2 PCR 扩 增 程序 为 : 94 "C 预 变性 3 min; 


然后 进入 94 °C 变性 30 s，56 °C 退火 30 s，72 °C 延伸 45 s 的 循环 ， 共 进行 30 个 循环 。PCR 扩 增 后 ， 


将 同一 样品 的 同一 种 微生物 的 2 管 PCR 产物 混合 ， 电 泳 后 切 胶 回收 ， 采 用 胶 回收 试剂 盒 《 天 根 生 化 


科技 有 限 公 司 ) 纯化 ;采用 ND2000 EMERE AIE Thermo, WE) 准确 测定 纯化 产物 的 


:甲烷 菌 =5:1 的 浓度 比例 混合 。 


m 


DNA 浓度 (精确 到 0.1 ng/uLO 后 , 每 个 样品 的 PCR 纯化 产物 按照 细 


最 后 ， 将 各 样品 全 部 PCR 产物 混合 后 ， 送 广州 海 基 生 物 技 术 有 限 公司 应 用 Miseq PE250 平台 进行 测 


序 分 析 。 
表 2 瘤 骨 微 生物 区 系 测 序 分 析 采 用 的 引物 信息 
Table 2 Information of primers used for sequencing analysis of ruminal microflora 
微生物 上 游 引 物 下 游 引物 连接 扩 增 长 度 退火 温度 
Microbes Forward primer Downward primer Linker Amplification Annealing 
length/bp temperature/'C 
细菌 Bacteria GTGTGCCAGCMG CCGGACTACHVGG AA 292 56 
e CCGCGGT GTWTCTAAT 
a 甲烷 将 CAGCMGCCGCG  GTGCTCCCCCGCCA AA 397 56 
A "ua Methanogen GTAATWC ATTCCT 
te 1.4.3 ”测序 序列 的 聚 类 分 析 和 注释 


— 


测序 数据 分 析 采 用 QIME 1.5 进行 ， 经 过 去 除 接头 污染 、 低 复杂 度 以 及 低 质量 reads 等 质量 挖 表 


后 ， 对 获得 的 clean reads 进行 拼接 并 去 除 引 物 ， 用 于 后 续 分 析 0。 序 列 分 类 操作 单元 COTUO 注释 


和 聚 类 分 析 按 照 与 细菌 和 古 菌 %7 多 相似 度 以 上 的 原则 进行 。OTU 聚 类 分 析 和 注释 通过 与 Ribosomal 


Database Project (RDP) 数据 库 中 的 细菌 和 十 菌 序列 比 对 进行 ， 细 菌 聚 类 分 析 到 门 和 科 水 平 ， 甲 烷 


戎 分 类 到 属 水 平 。 
15 统计 与 分 析 
所 有 数据 均 采用 SAS 8.02 软件 的 GLM 程序 进行 单 因素 方差 分 机 ， 多 重 比较 采用 Duncan 氏 法 ， 


P<0.05 为 差异 显著 性 判定 标准 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 高 通 量 测 序数 据 质 量 控制 与 多 样 性 分 析 

高 通 量 测序 数据 经 质量 控制 后 ， 各 组 细菌 和 甲烷 菌 测序 clean reads 数 、OTU 数 以 及 样品 物种 多 


样 性 指数 如 表 3。 水 牛 瘤胃 内 细菌 测序 后 发 现 ， 在 种 水 平 上 得 到 的 clean reads 数 平均 值 为 26 613, 


OTU 数 平均 值 为 969， 测 序 履 盖 率 为 0.89~0.90; 细菌 香农 多 样 性 指数 平均 值 为 7.58，Chaol 多 样 性 
指数 平均 值 为 1233。 除 中 等 精 料 组 香农 指数 显著 高 于 全 粗 料 组 CP«0.05). 外 ， 组 间 细 菌 各 指标 均 无 


显著 差异 (P>0.05) 。 水 牛 瘤胃 内 甲烷 菌 测序 后 发 现 , 在 种 水 平 上 得 到 的 clean reads 数 平 均值 为 8 607， 
OTU 数 平均 值 为 136， 测 序 履 盖 率 为 0.74~0.93; 甲烷 菌 香农 多 样 性 指数 平均 值 为 1.25，Chao1l 多 样 


性 指数 平均 值 为 237。 组 间 甲 烷 菌 各 指标 均 无 显著 差异 (P>0.05) 。 


表 3 瘤 角 细菌 和 甲烷 菌 高 通 量 测序 质量 控制 与 样品 多 样 性 指数 


Table 3 Bacterial and methanogen high throughput sequencing quality control and microbial diversity index in rumen fluid 


微生物 指标 全 粗 料 组 低 精 料 组 中 等 精 料 组 SEM P 值 
Microbes Indexes All forage group Low concentrate Medium concentrate P-value 
group group 
_ 细菌 种 水 平 Clean reads 数 Clean reads No. 22 033 27 521 30 285 3 151 0.589 
> Bacteria specie 分 类 操作 单元 数 OTU No. 1066 913 928 33 0.098 


level 


» 覆盖 率 Coverage 0.90 0.89 0.89 0.09 0.893 
J 香农 多 样 性 指数 7.31° 7.54% 7.88 
0.09 0.020 
" Shannon diversity index 
Chaol 物种 多 样 性 指数 1 239 1 297 1 163 
61 0.703 
y Chaol diversity index 
_， 甲 烷 菌 种 水 平 Clean reads Xt Clean reads No. 8713 8 562 8 546 1 017 0.998 
C Methanogen 分 类 操作 单元 数 OTU No. 135 141 132 8 0.910 
^T specie level HR Coverage 0.84 0.74 0.93 013 0.654 
香农 多 样 性 指数 1.23 1.30 1.21 
0.07 0.865 
Shannon diversity index 
l Chaol 物种 多 样 性 指数 242 236 232 8 


m Chaol diversity index 


2.2. 人 饲 粮 精 粗 比 对 瘤 骨 细 戎 区 系 的 影响 
不 同 精 粗 比 饲 粮 下 ， 瘤 胃 细 菌 组 成 在 门 水 平和 科 水 平 的 组 成 见 表 4。 水 牛 瘤 骨 细菌 在 门 水 平 上 


主要 的 细菌 门 是 拟 杆菌 门 、 厚 壁 菌 门 和 变形 菌 门 。 全 粗 料 组 拟 杆 菌 门 细菌 的 比例 显著 高 于 中 等 精 料 


ANS 


H (P<0.05) ， 黄 杆菌 门 和 SRI 细菌 的 比例 显著 高 于 低 精 料 组 和 中 等 精 料 组 CP<0.05) ， 但 全 粗 料 


组 厚 壁 菌 门 、 疣 微 菌 门 细菌 的 比例 显著 低 于 中 等 精 料 组 (P<0.05)〉 ， 放 线 菌 门 和 绿 弯 菌 门 细菌 的 比 


例 显著 低 于 低 精 料 组 和 中 等 精 料 组 (P<0.05》。 
在 科 水 平 上 ， 瘤 肯 
全 粗 料 组 、 低 精 料 组 普 雷 沃 氏 科 细菌 的 比例 显著 高 于 中 等 精 料 组 〈P<0.05) ， 而 全 粗 料 组 和 低 精 料 
组 黄 杆菌 科 、 毛 螺 阔 科 、 红 暑 杆 菌 科 和 双 收 杆菌 科 细 菌 的 比例 均 显 车 低 于 中 等 精 料 组 (P<0.05)， 


ANS 


以 普 雷 沃 氏 科 (Prevotellaceae) 和 黄 杆菌 科 CFibrobacteraceae) 为 主 。 


AUTEUBLZEDRE A SRA 


FH 


I 


戎 的 比例 显著 低 于 


表 4 瘤 骨 细菌 门 和 科 水 平 上 的 细菌 


EE C 


等 精 料 组 (P«0.05) 。 


Table 4  Proportion of bacteria at phyla and family levels 


总 菌 比例 大 于 1%) 


Cproportion of total bacteria higher than 196) 


分 类 学 水 平 . 全 粗 料 组 低 精 料 组 等 ; Eme Pd 
REG 微生物 Microbes/% All forage group Low concentrate Medium SEM Baie 
group concentrate group 
拟 杆 菌 门 Bacteroidetes 64.9a 55.7% 46.4? 3.00 0.027 
厚 壁 菌 门 Firmicutes 13.1^ 20.0%? 26.98 1.94 0.004 
变形 菌 门 Proteobacteria 13.43 14.13 17.23 0.97 0.248 
放 线 菌 门 Actinobacteria 0.32° 0.725 1.002 0.11 0.032 
门 绿 弯 菌 门 Chloroflexi 0.13° 0.43° 0.648 0.08 0.022 
Phyla 黄 杆菌 门 Fibrobacter 0.434 0.24? 0.20° 0.03 0.004 
螺旋 体 门 Spirochaetes 0.18 0.15 0.22 0.02 0.201 
PEME] Verrucomicrobia 0.10^ 0.128 0.162 0.01 0.044 
SRI 0.23? 0.09^ 0.03^ 0.03 0.015 
其 他 Other 7.21 8.36 7.21 0.51 0.034 
普 雷 沃 氏 科 Prevotellaceae 31.6a 25.78 15.1 2.09 <0.001 
黄 杆 菌 科 Fibrobacteraceae 8.3? 11.3? 20.5° 5.55 <0.001 
肠 杆 菌 科 Enterobacteriaceae 7.61 7.69 9.58 0.57 0.348 
莫 拉 氏 菌 科 Moraxellaceae 4.25 4.33 5.37 0.42 0.505 
毛 螺 菌 科 Lachnospiraceae 228^ 2.74* 4.73? 0.34 «0.001 
科 瘤 肯 球菌 科 Ruminococcaceae 2.55» 3.188 4.622 0.24 <0.001 
Family 韦 荣 球 菌 科 Veillonellaceae 0.76 0.86 0.67 0.05 0.339 
紫 单 胞 菌 科 Porphyromonadaceae 0.64 0.63 0.76 0.04 0.059 
从 毛 单 胞 菌 科 Comamonadaceae 0.60 0.41 0.26 0.06 0.005 
红 晴 杆菌 科 Coriobacteriaceae 0.25^ 0.31? 0.492 0.04 <0.001 
未 分 类 菌 科 XIII Incertae sedis XIII 0.17 0.25 0.58 0.23 0.078 
双 歧 杆菌 科 Bifidobacteriaceae 0.10° 0.17” 0.65? 0.31 0.001 
不 同 精 粗 比 饲 粮 饲 喂 的 各 组 水 牛 瘤胃 细 苗 组 成 的 柱状 分 布 图 和 热 图 分 布 分 别 如 图 1 和 图 2 所 示 。 


E 


虽然 组 间 各 样品 瘤 


菌 组 成 相近 ， 但 不 同 组 间 瘤 


Z 


ng 
Hit 


H 


的 比例 较 高 。 


zl 


沃 氏 科 、 链 球菌 科 
等 精 料 组 中 黄 杆 菌 科 、 瘤 胃 球 戎 科 、 毛 螺 菌 科 、 双 此 杆菌 科 和 厌 氧 强 


BREL CAnaerolineaceae) 细菌 


| (Streptococcaceae) 和 和 气 单 胞 菌 科 CAeromonadaceae) 4 


的 比例 较 高 ， 而 


落 组 成 比例 仍 存在 差异 ， 特 别 是 全 粗 料 组 的 
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jf} Succinivibrionaceae 
if} Veillonellaceae 
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AF: 全 精 料 组 all forage group; LC: 低 精 料 组 low concentrate group; MC: 中 等 精 料 组 medium concentrate group. 


下 图 同 The same as below。 


图 1 


饲 粮 精 粗 比 对 瘤胃 细菌 在 科 水 平 上 组 成 的 影响 


Fig.l Effects of forage to concentrate ratio on ruminal bacteria composition at family level 
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图 2 饲 粮 精 粗 比 对 瘤胃 细菌 在 科 水 平 上 热 图 分 布 的 影响 


Fig.2 Effects of forage to concentrate ratio on ruminal bacterial distribution heat map at family level 
2.3. 人 饲 粮 精 粗 比 对 泌乳 水 牛 瘤 骨 甲 烷 菌 区 系 的 影响 
饲 粮 精 粗 比 对 瘤胃 甲烷 菌 区 系 在 属 水 平 上 组 成 的 影响 如 图 3 所 示 。 可 鉴定 到 属 水 平 的 水 牛 瘤胃 


甲烷 菌 共 6 个， 其 中 主要 的 甲烷 菌 是 甲烷 杆菌 属 (Methanobrevibacter) 、 热 原 体 属 (Thermoplasma) 


和 甲烷 球菌 属 (Methanosphaera) ， 这 3 类 菌 约 占 甲 烷 菌 总 数 的 95%， 其 中 各 组 甲烷 杆菌 属 细 菌 的 
比例 均 在 90% 以 上 。 饲 粮 精 粗 比 均 未 影响 各 组 甲烷 菌 的 组 成 比例 。 
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3 ” 饲 粮 精 粗 比 对 瘤胃 甲烷 菌 在 属 水 平 上 组 成 的 影响 


Fig.3 Effects of forage to concentrate ratio on ruminal methanogen composition at genus level 
3 W it 
3.1 饲 粮 精 粗 比 对 瘤胃 细菌 区 系 的 影响 
饲 粮 精 粗 比 是 决定 瘤胃 发 酵 的 主要 原因 之 一 ， 我 们 前 期 的 研究 结果 表明 饲 粮 精 粗 比 影响 了 水 牛 
瘤胃 的 发 酵 指标 可 ， 而 其 调控 的 途径 主要 通过 影响 瘤 骨 微生物 区 系 或 功能 。 研 究 表 明 ， 随 着 饲 粮 精 


料 比 例 的 提高 ， 纤 维 降解 菌 和 真菌 数量 逐渐 减少 ， 当 精 料 增加 到 一 定 比例 时 ， 瘤 骨 内 低 pH 最 终 会 


抑制 纤维 降解 菌 的 生长 20。Kocherginskaya 等 5 发 现 高 精 料 饲 粮 瘤胃 内 细菌 数量 和 种 类 较 多 ， 变 形 
菌 门 是 门 水 平 上 的 主要 细菌 ， 对 高 粗 饲 粮 而 言 ， 低 G+C 含量 的 革 兰 氏 阳性 阔 为 主要 的 细菌 类 别 。 


Wetzels 等 3 报道 , 与 30% 精 料 水 平 组 相 比 , 0 和 60% 精 料 水 平 组 瘤胃 壁 上 的 厚 壁 菌 门 和 SR1 含量 较 


高 。Mao 等 研究 表明 ， 在 饲 喂 高 精 料 饲 粮 引 起 亚 急性 酸 中 毒 的 奶牛 瘤 肯 内 ， 变 形 菌 门 和 拟 杆菌 门 
细 戎 的 比例 显著 降低 ， 而 厚 壁 菌 门 和 放 线 著 门 细菌 的 比例 则 提高 ， 在 属 水 平 上 ， 普 雷 沃 菌 属 、 密 螺 


We VS) (Treponema) 、 厌 氧 文 原 体 属 CAnaeroplasma) 等 属 细菌 的 比例 在 高 精 料 饲 粮 组 中 较 低 ， 但 


瘤 骨 球菌 属 、 奇 异 菌 属 CAtopobium) WIRE H (Clostridiales) 等 细菌 的 比例 较 高 。 本 研究 结果 表明 ， 


精 粗 比 为 50:50 组 水 牛 瘤 骨 细 菌 在 门 水 平 上 其 有 和 较 高 比例 的 厚 壁 菌 门 、 变 菌 门 和 放 线 菌 门 细菌 ， 而 


全 粗 料 组 则 县 有 较 高 比例 的 拟 杆菌 门 、 黄 杆菌 门 和 SRI 细菌 ， 该 结果 与 其 他 一 些 关 于 奶牛 和 羊 的 结 


果 相 似 B.3， 均 表明 高 精 料 饲 粮 可 提高 瘤 
KEE, AE 


的 比例 (20.5%) 为 最 高 ， 兽 雷 湛 氏 科 是 拟 杆 菌 门 的 主要 细菌 ， 


J PY RB bal MOAR HE bal 


门 ， 降 低 拟 相 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


F 菌 门 细菌 的 比例 。 在 科 


究 发 现 全 粗 料 组 普 雷 沃 氏 科 细 菌 比例 (31.6%) 为 最 高 ， 而 中 等 精 饲 粮 组 黄 杆 菌 科 细菌 
含有 较 多 高 活性 的 半 纤 维 素 降解 菌 ， 
广泛 存在 于 瘤胃 和 动物 后 肠 道中 负责 蛋白 质 和 碳水 化 合 物 的 分 解 鸣 ， 其 在 高 粗 饲 粮 中 含量 较 高 表明 


该 科 的 细菌 与 纤维 消化 密切 相关 。 然 而 ，Pitta 等 由 对 水 牛 饲 喂 不 同 精 粗 比 饲 粮 研 究 结果 表明 ， 全 粗 


料 饲 喂 组 水 牛 瘤胃 内 瘤胃 球菌 属 和 黄 杆 戎 门 细 苦 数量 较 高 ， 而 在 50:50 精 粗 比 饲 粮 组 ， 普 雷 沃 氏 属 


是 细菌 数量 最 多 的 属 ， 与 本 下 
关 ， 本 试验 3 组 水 牛 为 同时 饲 喂 ， 而 该 丰 


饲 粮 ， 最 后 喂 中 等 精 料 饲 粮 ;此 外 ， 也 有 可 能 与 引物 的 差异 有 关 ，Pitta S 


得 到 了 不 同 的 细菌 区 系 组 成 ， 表 明 引 物 的 合理 选择 对 区 系 的 影响 较 大 。 本 万 


2 ES VJ? 


的 趋势 ,该 结果 与 孙 云 章 05 的 下 


完结 果 并 不 一 致 ， 其 原因 可 能 本 试验 与 该 研究 的 动物 试验 设计 差异 有 
完 则 为 同 组 水 牛 顺序 饲 喂 ， 即 先 喂 全 粗 料 饲 粮 再 喂 低 精 料 
的 研究 采用 不 同 的 引物 
究 发 现 精 粗 比 为 50:50 
菌 的 香农 多 样 性 指数 显著 高 于 全 粗 料 组 ， 表 明 饲 喂 适宜 的 精 料 有 提高 瘤胃 内 细菌 多 样 性 
究 表明 饲 粮 由 全 粗 料 转 为 精 粗 比 为 30 : 70 时 , 山羊 瘤胃 细 


区 系 多 


pat 


样 性 增加 一 致 。 此 外 ，Kocherginskaya 等 (4 也 研究 表明 ， 高 精 料 饲 粮 饲 喂 下 山羊 瘤胃 内 细菌 数量 和 


种 类 较 多 。 本 研究 中 ， 精 粗 比 为 50:50 组 瘤胃 内 细菌 多 样 性 高 于 全 粗 料 饲 粮 组 的 原因 可 能 与 精 粗 比 
为 50:50 组 瘤胃 内 分 解 淀 粉 和 纤维 的 细菌 共存 ， 而 全 粗 料 饲 粮 组 则 以 高 效 分 解 纤 维 的 细菌 为 主 ， 种 


类 较 少 有 关 ， 因 此 给 水 牛 饲 喂 精 粗 平衡 的 饲 粮 有 利于 维持 瘤胃 


3.2” 饲 粮 精 粗 比 对 瘤胃 甲烷 菌 区 系 的 影响 


饲 粮 精 粗 比 会 显著 影响 反刍 动物 瘤胃 甲烷 产量 ， 高 粗 饲 粮 昌 


精 料 饲 粮 ， 但 饲 粮 精 粗 比 对 甲烷 菌 区 系 的 研究 报道 还 较 少 。 


| 菌 的 多 样 性 和 稳定 性 。 


菌 以 甲烷 微 菌 属 (Methanomicrobium) 细 菌 为 主 ， 表 现 出 不 同 于 


FH 烷 产量 和 甲烷 落 数 量 均 显 著 高 于 高 
现 有 研究 表明 ， 反 刍 动物 瘤 骨 甲 烷 菌 以 
甲烷 短 杆 戎 属 为 主 ， 其 次 是 甲烷 球菌 属 和 热 原 体 属 09， 较 多 印度 学 者 的 研究 表明 ， 水 牛 瘤 骨 内 甲烷 
HAL RASA TAX BOM), ASW 


RRHH, 水 牛 瘤胃 内 甲烷 菌 共 7 个 属 , 其 中 甲烷 短 杆 菌 属 在 各 组 中 的 占 比 均 在 9096 UA E, 与 Franzolin 
等 20 报 道 水 牛 瘤胃 甲烷 菌 以 甲烷 短 杆 菌 属 为 主 一 致 ， 且 与 反刍 动物 的 瘤 骨 甲烷 菌 以 甲烷 杆菌 属 为 主 


一 致 。 本 研究 结果 不 同 于 其 他 印度 学 者 
男 一 重要 原因 可 能 与 引物 的 差异 有 关 , 而 


烷 产 量 的 影响 可 能 主要 归 因 于 甲烷 菌 数量 的 变化 ， 但 饲 粮 精 粗 上 


究 结 果 的 原因 可 能 与 水 牛 所 处 的 地 理 


Vena A Re, 


究 表 明 不 同 甲烷 菌 引物 会 产生 不 同 的 菌 群 组 成 C2。 本 研究 
发 现 ， 水 牛 饲 粮 精 粗 比 并 未 影响 甲烷 短 杆菌 属 在 水 牛 瘤 骨 内 的 主导 地 位 ， 因 


此 饲 粮 精 粗 比 对 瘤胃 甲 


的 改变 是 否 


E 
m2 


响 了 不 同 种 的 甲烷 短 


杆 戎 组 成 尚 有 待 进一步 研究 。 有 研究 表明 ， 反 刍 动 物 瘤 骨 内 甲烷 戎 组 成 有 其 个 体 特 异性 户 ， 并 不 容 
易 随 外 界 环境 和 饲 粮 组 成 的 改变 的 而 变化 。 


4 结 论 


全 粗 料 饲 粮 有 提高 瘤胃 内 纤维 降解 相关 细菌 比例 的 趋势 ， 却 降低 了 瘤胃 细菌 的 多 样 性 ， 饲 粮 精 
粗 比 的 差异 对 瘤胃 甲烷 菌 在 属 水 平 上 的 组 成 并 无 显著 影响 。 
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Dietary Forage to Concentrate Ratio Affects Ruminal Bacterial and Methanogen Community Composition 

of Water Buffaloes 
LIN Bo! LIANG Xin? LI Lili? WEI Shengju? LIPing! ZOU Caixia!?* 

C1. College of Animal Science, Guangxi University, Nanning 530004, China; 2. Key Laboratory of Buffalo 
Genetics, Breeding and Reproduction of Ministry of Agriculture, Key Laboratory of Buffalo Genetics, 
Breeding and Reproduction of Guangxi, Buffalo Research Institute, Chinese Academy of Agricultural 

Sciences, Nanning 530001, China) 

Abstract: This study was conducted to study the effects of dietary forage to concentrate ratio on ruminal 

bacterial and methanogen community composition of water buffaloes. Fifteen healthy similar hybrid water 

buffaloes were selected and divided into three groups with 5 heads per group according to body weight and 
feed intake. The three groups were fed diets with concentrate to forage ratio at 0:100 (all forage group), 

35:65 (low concentrate group) and 50:50 (medium concentrate group), respectively. The total experimental 

period was 40 days, including 10 days of advanced experiment feeding period. On day 1 after the 

experiment, rumen fluid sample was taken from rumen through mouth, and ruminal fluid DNA was 
extracted to research ruminal bacterial and methanogen community by Illumina Miseq 250PE. The results 
showed as follows: 1) at phyla level, ruminal bacterial community of buffaloes was dominated by 

Bacteroidetes (45% to 60%) and Firmicutes (13% to 27%) and Proteinobacter (13% to 18%); compared 

with low concentrate group and medium concentrate group, all forage group increased the proportions of 

Bacteroidetes, Fibrobacter and SRI, but decreased the proportions of Firmicutes, Verrucomicrobia, 

Actinobacteria and Chloroflexi; at the family level, the dominant bacteria were Prevotellaceae (15% to 32%) 


and Fibrobacteraceae (8% to 21%); compared with medium concentrate group, all forage group and low 
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concentrate group increased the proportions of Prevotellaceae, while decreased the proportions of 
Fibrobacteraceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Coriobacteriaceae and Bifidobacteriaceae; additionally, 
the bacterial community in medium concentrate group was more diverse than that in all forage group. 2) 
Ruminal methanogen community of water buffaloes was dominated by Methanobrevibacter (over 90%), 
followed by Thermoplasma; dietary concentrate to forage ratio had no influence on ruminal methanogen 
community of water buffaloes. In conclusion, bacteria related with fiber digestion tends to be increased by 
all forge diet, but ruminal bacterial diversity is decreased by all forage diet; there is no influence of 
concentrate to forage ratio on ruminal methanogen composition of water buffaloes at genus level. 
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